WYNIKI
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2024 roku

Genetyczne podloze efektu heterozji oraz przywracania meskiej plodnosci u
mieszancow zyta z cytoplazma Pampa

Temat badawczy 1

Mapowanie genow odpowiedzialnych za wybrane cechy uzytkowe.

Cel tematu badawczego: Genotypowanie zestawu linii intorgresyjnych przy uzyciu metody
GBSt oraz ocena zmiennosci fenotypowej mieszancow F1 migdzy hodowlanymi liniami
CMS-P a liniami introgresyjnymi

Wyniki

Wyniki oceny faz fenologicznych wskazuja, ze w roku 2024 wegetacja nie byla
opozniona przez warunki pogodowe. Usredniony termin ktoszenia w doswiadczeniu polowym
to 14 maja. Poletko, na ktorym najwczesniej pojawito si¢ 50% w pelni wykloszonych roslin
byto jednym z powtdrzen mieszanca S82P/05 x InB037 — bylo to 11 maja. Najpozniejszy
termin kloszenia to 17 maja i w tym przypadku ro$liny pochodzily z licznych poletek
obsianych réznorodnymi kombinacjami mieszancow. Ogodlnie rzecz biorgc poszczegdlne
genotypy klosily si¢ w badanych blokach do$wiadczalnych do$¢ rownomiernie — najczesciej
réznica miedzy najwczesniejszym i najpdzniejszym poletkiem nie byta wigksza niz 1-2 dni,
ale sporadycznie odnotowano obiekty o wickszym zrdéznicowaniu (3 dni réznicy), a dla
jednego z mieszancéw (NS1P x InB032) roznica siggata 4 dni. Odmiana wzrocowa Gulden
F1 nalezata do najwcze$niej kloszacych sig, ale z uwagi na rozmieszczenie w kazdym z
blokéw w licznych powtdrzeniach tez wykazywata zroznicowanie, ktore byto porénywalne z
badanymi mieszancami. Przejécie ro$lin od fazy kloszenia do kwitnienia nastgpowalo dosé
dynamicznie ze wzgledu na wzglednie wysokie temperatury 1 brak opaddéw. Poczatek
kwitnienia na licznych poletkach odnotowano juz 17 maja, czyli wtedy, gdy czg¢s¢ poletek
jeszcze byla w fazie wysuwania ktosow z pochew lisciowych. Usredniony termin poczatku
kwitnienia w obrgbie wszystkich poletek doswiadczenia to 20 maja. Wszystkie mieszance, w
ktorych komponentami ojcowskimi byty linie z serii InB zakwitly najpdzniej do 21 maja.
Niektore mieszance z udzialem linii serii InA rozpoczynaty kwitnienie 2-4 dni p6zniej (NS1P
x InA015, NSIP x InA064, NS1P x InA105 1 S82P/05 x InA080), ale byly to to przypadki
malo liczne 1 dotyczyly pojedynczych poletek w doswiadczeniu. Podsumowujac, ocena
wczesno$ci (dynamiki kloszenia i kwitnienia) w roku 2024 wskazuje, ze zrdéznicowanie
obiektow doswiadczenia w tych, dos¢ typowych dla Polski, warunkach pogodowych, nie byto
znaczace 1 nie pozwala na wskazanie genotypdw szczegdlnie wyrdzniajacych sie pod
wzgledem dynamiki faz rozwojowych.

Ocena wysokosci roslin mieszancow, ktére badano w doswiadczeniu, ujawnita
zréznicowanie wyraznie wigksze niz to miato miejsce w przypadku oceny wczesnosci faz
rozwojowych. Co prawda $§rednia wysoko$¢ badanych mieszancow (132,85cm) byta bardzo
podobna do wysokosci roslin na poletkach z odmiang wzorcowa Gulden F1 (132,64cm), ale
zaobserwowano roznice ws$rdd mieszancoOw wynikajace zarowno z udzialu komponentu
matecznego, jak 1 ojcowskiego. Mieszafce, w ktorych forma mateczng byta linia S82P/05
miaty zauwazalnie wigksza wysokos$¢ (Srednio 136,64cm) od tych z udzialem NSIP ($rednia
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na poziomie 128,93cm). Komponent ojcowski wydaje si¢ przy ocenie tej cechy réwnie
istotny. Mieszance otrzymane w wyniku zapylenia linii matecznych pytkiem pochodzacym z
linii introgresyjnych z serii InA mialy usredniong wysoko$¢ ma poziomie 129,43cm, podczas
gdy genotypem ojcowskim byly linie InB ta $rednia osiagneta warto§¢142,22cm. Z drugiej
strony trzeba zauwazy¢, ze cecha wysokosci roslin podlegata znaczgcej zmiennosci
srodowiskowej, czego dowodem sg wyniki pomiaréw na poletkach wzorca (Gulden F1),
gdzie odnotowane warto$ci mieszczg si¢ w bardzo szerokim zakresie od 112 do 162cm.

Srednia dtugo$¢ klosa u prawie wszystkich mieszancow eksperymentalnych byta
wieksza niz w odmianie wzorcowej Gulden F1. Przypadkowa zmienno$¢ tej cechy w obrgbie
powtdrzen doswiadczenia byta wzglednie duza: np. dla odmiany wzrocowej rozmieszczonej
co 7 poletek do§wiadczenia, §rednia dtugos$¢ ktosa miescita si¢ w granicach od 8,2 cm do 14,8
cm. Podobnie, jak w przypadku oceny wysokosci roslin zauwazalny jest wplyw
komponentow rodzicielskich na wartosci badanej cechy. Nieco wigksze warto$ci $rednie
dtugosci ktosow odnotowano, gdy komponentem matecznym byta linia NS1P w poréwnaniu
do S82P/05 — rdznica ta wynosita ok. 0,5-0,7 cm. W podobny sposob roznity sie srednie dla
mieszancow, w ktorych komponentami ojcowskimi byty linie z serii InB wzgledem tych z
liniami InA.

Réznice w dlugosci ktosow nie miaty bezposredniego przetozenia na liczebno$¢
ktoskow w klosie. Cecha ta nalezy do waznych parametrow plonotwoérczych. Wiekszos¢
badanych mieszancéw charakteryzowala si¢ $rednimi liczebno$ciami kloskow w klosie
mniejszymi niz odmiana Gulden F1. Dotyczyto to w szczegdlnosci mieszancow z udziatem
linii NS1P jako matki — pomimo stosunkowo dtugich ktosow, liczbebnosci ktoskow w ktosie
byly na przeci¢tnym poziomie ($rednio 40,77), wyraznie nizszym niz $rednia dla wzorca
(43,87). Mieszance, w ktorych komponentem matecznym byta linia S82P/05 miaty $rednio
42,85 kloséw w klosie, a wsrdd nich az 12 charakteryzowato si¢ $rednig przewyzszajaca
odmiang Gulden F1 (ws$rdéd mieszancow z udziatem NSIP nie bylo ani jednego takiego
przypadku).

Ze wzgledu na zaobserwowane roznice w obrebie obiektow doswiadczenia dotyczace
dtugosci ktosow 1 liczby kloskow w klosie, obliczono parametr okreslany jako zbito$¢ ktosa
(odpowiadajacy $redniej liczbie kloskow na 10cm osadki ktosowej). Odmiana wzorcowa
Gulden F1 miata stosunkowo krotkie klosy, ale o najwyzszym poziomie zbito$ci. Wsrod
badanych obiektéw doswiadczenia tylko jeden mieszaniec (S82P/05 x InA080) doréwnat
poziomem zbitosci wzorcowi, ale nie bylo to wskaznikiem wysokiego potencjalu
plonotworczego, a raczej efektem stabej Zywotnosci ros§lin na niektorych poletkach
doswiadczenia objawiajacej si¢ wyksztalceniem stosunkowo krotkich klosow ($rednia
dtugos¢ ktosa miedzy replikacjami doswiadczenia miescita si¢ w bardzo szerokum zakresie
od 6,7cm do 13,0cm). W §wietle opisanych powyzej wynikéw oceny diugosci ktosow 1 liczby
ktoskow w klosie dos¢ oczywista jest wyrazna réznica w poziomie zbito$ci wynikajgca z
wpltywu genotypu matecznego: $rednia zbito$¢ klosa dla mieszancow z udzialem NSIP
(31,57) jest wyraznie mniejsza niz wtedy, gdy lini3 mateczng byta S82P/05 (35,08).
Mieszance, w ktorych forma ojcowska byly linie z serii InA miaty klosy o nico wigkszej
zbito$ci niz te z udzialem linii InB ($rednia r6znica w wartos$ciach zbito$ci na poziomie 1,5-
2,0 byla zauwazalna w mieszancach z obiema liniami matecznymi).

Srednia masa ziaren w klosach odmiany wzorcowej Gulden F1 podlegata dosé
duzemu zréznicowaniu w zalezno$ci od lokalizacji poletek w do$wiadczeniu. Usrednione
wartos$ci z powtorzen wskazuja, ze wiekszos¢ badanych mieszancéw ekeperymentalnych (109
sposrdd 132 badanych w dos§wiadczeniu) charakteryzowata si¢ mniejszym od wzroca plonem
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ziarna z pojedynczego klosa. Niektore mieszance tworzyly ziarno o masie wigkszej niz
wzorzec — takich mieszancow zidentyfikowano 23. Wsrdd nich tylko jeden z mieszancow
zostat otrzymany w oparciu o meskosterylng lini¢ NS1P (zapylaczem byta linia InB_022), a
uzyskany wynik $redniej masy ziarna z klosa bardzo nieznacznie przewyzszatl warto§¢ dla
odmiany wzorcowej (2,95 vs. 2,94) nie przekraczajac granicy bledu statystycznego. Srednia
masa ziaren z ktosa w zadnym przypadku nie byla wigksza niz warto§¢ maksymalna dla
pojedynczego poletka wzorcowej odmiany Gulden F1, ale pi¢¢ mieszancéw charakteryzowato
si¢ zauwazalnie wyzszymi wartosciami badanej cechy: S82P/05 x InA 059, S82P/05 x
InA 093, S82P/05 x InA_ 097, S82P/05 x InB_022 i S82P/05 x InB_037 (tab.1.6). Mieszance
te otrzymano po zapyleniu meskosterylnej linii S82P/05 pylkiem linii z obu analizowanych
serii (InA'i InB).

Podsumowujac wyniki analizy fenotypowej w obrebie doswiadczenia polowego:
oceniono 5 cech bezposrednio w materiale badawczym (oraz dodatkowo wykonano
obliczenia w celu scharakteryzowania zbito$ci ktosa, jako cechy pochodnej). Fenologie
mieszancOw oceniono w oparciu o terminy kloszenia i kwitnienia — zaobserwowana
zmienno$¢ byla niewielka w warunkach pogodowych sprzyjajacych do$¢ dynamicznemu
przebiegowi tych etapéw zyciowych ro$lin. Pozostale cechy, ktore analizowano
charakteryzowatly si¢ wzglednie duzg zmiennoscia.

Genotypowaniem metoda GBSt objeto w 2024 roku linie rodzicielskie mieszancow
badanych w opisanym powyzej do$wiadczeniu polowym. Byly wsrdd nich wszystkie linie
ojcowskie w liczbie 65 (w tym: 48 linii serii InA i 17 linii serii InB) oraz dwie linie mateczne
(NS1P 1 S82P/05). Analizy linii matecznych, z ktérych kazda byta rodzicem az 65
mieszancow, wykonano w dwoéch powtdrzeniach biologicznych (RNA izolowano z dwdch
niezaleznie pobranych probek lisci). Dodatkowymi obiektami, ktore objeto genotypowaniem
byly linie rodzicielskie dla linii introgresyjnych: 541 i WMI18R, ktore tez genotypowano w
dwoch replikacjach. W sumie analizami sekwencyjnymi objgto 67  genotypow
uczestniczacych w doswiadczeniu polowym, ktore byly (po uwzglednieniu powtorzen
biologicznych oznaczanych jako -A i -B) reprezentowane przez 73 probki wyizolowanego z
mtodych lisci RNA.

Srednio liczba surowych odczytéw wygenerowana dla pojedynczej proby (forward i
reverse) wynosita ponad 8 mln. Odpowiadato to zakresowi od 797 023 800 do 2 086 627 200
odczytanych nukleotydow. W calym eksperymencie uzyskano ponad 90 mld
zsekwencjonowanych nukleotydow. W uzyskanych odczytach procent nukleotydow G 1 C
miescit si¢ w zakresie 55,2 — 57,3, a $rednia warto$¢ wynosita 56,3%. Sredni udziat
nukleotydow ze wspotczynnikami jakosci Q20 1 Q30 wyniost odpowiednio 97,69 oraz
93,72%. Udziat tzw. ,,czystych” odczytow zawieral si¢ w przedziale 94,26% — 97,94% ze
srednig 96,68% dla catosci. Parametr error rate (poziom biedu na zsekwencjonowang zasade)
dla wszystkich prob wynosit 0,01%, co odpowiada najlepszym osiggom sekwencjonowania
[Mluminy. Dystrybucja poziomu bledéw wzdhuz odczytéw byta typowa dla tej technologii —
poziom ten stopniowo rdst ku koncowi odczytu.

Temat badawczy 2

Mapowanie gendw przywracajacych meska plodnosé u zyvta z cytoplazma P

Cel tematu badawczego: Ocena polimorfizmu genetycznego w populacji RPD1273 F2 oraz
identyfikacja markerow molekularnych wykazujacych zwigzek z pyleniem roslin.



Wyniki

Genotypowanie populacji mapujacej mieszanca RPD1273 F2 przy uzyciu metody
DArTseq byto zroédtem 122679 dominujacych markerow Silico-DArT oraz 63306 markerow
kodominujacych typu SNP. Z uwagi na wigksza informatywno$¢ w populacji F2 markerow
kodominujacych, do mapowania genow warunkujacych przywracanie meskiej ptodnosci
mieszanca RPD1273 uzyto markerow SNP. Po sprawdzeniu zgodnosci segregacji markerow z
modelem jednogenowym (uzyto klasycznego testu Chi-kwadrat), okazato si¢ ze tylko 8,5% z
nich spetnia to kryterium: do dalszych analiz wytypowano 5410 markerow.

Zwigzek markeré6w z meska ptodnoscig oceniano przy uzyciu testu Kruskala-Wallisa
wykorzystujac dane fenotypowe otrzymane dwiema metodami: na podstawie obserwacji
wzrokowych (przy zastosowaniu 9-stopniowej skali bonitacyjnej wg Geigera i Morgensterna)
oraz w oparciu o osadzanie ziaren w zaizolowanych klosach. Za markery istotnie zwigzane z
cechg uznawano te, ktore wykazywaly statystyczng istotno$¢ przy analizowaniu danych
otrzymanych zarowno jedna, jak 1 druga metoda. Zidentyfikowano 281 takich markerow.
Mapowanie sekwencji tych markerow do sekwencji genomu zyta (Rabanus-Walles i in. 2021)
pozwolito na okreslenie lokalizacji chromosomowych dla wigkszos$ci z nich. Prawie potowa z
markeréw istotnie zwigzanych z me¢skg ptodnoscig zmapowana zostata na chromosomie 6R.
Kolejne 30% markeréw pochodzito z chromosomu 1R. Mozna zalozyé, ze dwa geny
restorerowe aktywne w mieszanhcu RPD1273 zlokalizowane sa na tych dwdch
chromosmomach. Obecnos¢ 1-2 wykazujacych istotno$¢ statystyczng markeréw na
chromosomach 2R, 3R, 4R i 7R to najprawdopodobniej btad mapowania. Réwniez malo
wiarygodnym wskazaniem lokalizacji genu restorerowego jest fakt wykrycia 4 marker6w na
chromosomie 5R. Nieco wigcej, bo 12 markerdw zostato przypisanych do grupy OR. Grupa
OR zostata przez Rabanus-Wallisa i in. (2021) utworzona z kontigow DNA, ktorych nie udato
si¢ zinegrowa¢ z zadnym z siedmiu chromosomow zyta. Ostatnie 32 markery (11,4%
markeréw wykazujacych istotno$¢) nie zostaly w ogdle zmapowane do sekwencji
genomowego DNA zyta.

Wsrdéd badanych w 2024 roku mieszanhcow F1 powstalych na drodze zapylenia
meskosterylnej linii NS1P pyltkiem siedemdziesieciu linii wsobnych, prawie wszystkie
genotypy byly catkowicie mgskonieptodne. W 9-stopniowej skali bonitacyjnej wg Geigera i
Morgensterna (1975) az 67 mieszancom przyznano ocen¢ od 2 do 3, co przektada si¢ na
kategorie roslin meskosterylnych (MS). Weryfikacja ocen wzrokowych oparta o liczebnosci
ziaren w izolowanych klosach potwierdzita poprawnos$¢ obserwacji wykonanych w czasie
kwitnienia. Co prawda w przypadku pigciu mieszancoéw zakwalifikowanych do kategorii MS
(NS1P x InA086; NS1P x InA092; NS1P x InA107, NS1P x InB014 i NS1P x InB019) w
pojedynczych klosach pojawily si¢ nieliczne ziarna (najczesciej maksymalnie 1 w klosie)
powstate na drodze samozapylenia, ale $rednia liczba ziaren nie przekraczata 0,5 ziarna na
ktos.

Trzy badane mieszance wyr6zniatly si¢ z grupy mieszancéw meskosterylnych.
Pierwszym z nich byt mieszaniec NS1P x InB021, ktéry byt niewyrownany pod wzgledem
fenotypowym. W czasie oceny wzrokowej wsrod roslin w petni meskosterylnych (ocena 2- w
skali bonitacyjnej) zaobserwowano obecno$¢ klosow uwalniajacych niewielkie ilosci
ptodnego pytku (zakwalifikowano te klosy do kategorii czeSciowo-ptodnych — w skali
bonitacyjnej ocena réwna 4). Ocena wzrokowa zostala potwierdzona obecno$cia dosé
licznych ziaren w jednym z kilku badanych ktosow (pozostate byly w peini meskosterylne).
Usredniona warto$¢ liczby ziaren w klosie dla tego mieszanca to 4,59. Mieszanca z linig
InB021 zakwalifikowano do kategorii segregujacych (niewyroéwnanych). Dwa ostatnie
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mieszance mieszance oceniane fenotypowo to formy meskoptodne: NS1P x NIL541P-4 i
NSI1P x NIL541C-20. W ocenie wzrokowej przyznano im wartosci 7-8 w skali Geigera-
Morgensterna (1975), a $rednie liczebno$ci ziaren w zaizolowanych klosach wynosity dla
tych mieszancoéw, odpowiednio: 32,0 1 41,8. Wszystkie badane klosy z izolatorami zawieraty
zawigzane ziarna, chociaz cecha ta byta do$¢ zmienna. Okoto 120 ziaren pokolenia F2
mieszanca NS1P x NIL541P-4 wysiano jesienig 2024 roku na polu doswiadczalnym Hali
Wegetacyjnej ZUT w celu uzyskania populacji mapujacej do lokalizowania markerow
sprzezonych z genem/genami restorerowymi.

Temat badawczy 3

Analiza poréownawcza transkrvptomow roslin zréznicowanych pod wzgledem meskiej
plodnosci

Cel tematu badawczego: Identyfikacja genéw o zréznicowanej ekspresji w oparciu o wyniki
sekwencjonowania mMRNA

Wyniki

Poréwnanie ekspresji genow u linii 541C 1 541N wykazato istotne roznice dla 18
genow. Wsrod nich byto 5 gendw ulegajacych wyltacznej ekspresji w linii sterylnej (541C), 2
ulegajace wylacznie ekspresji w linii meskoptodnej (541N) oraz 11 gendéw ulegajacych
ekspresji u obu linii, ale w ré6znym nasileniu. Bioinformatyczna analiza funkcjonalna nie
wykazata homologii zadnego z genéw roznicujacych do genow kodujacych biatka PPR.

Z kolei poréwnanie ekspresji genow u linii 541P 1 541N wykazato istotne rdznice dla
566 gendw. Wsrdd nich bylo 10 genow ulegajacych wylacznej ekspresji w  linii
meskosterylnej (541P) 1 20 ulegajacych ekspresji wylacznie w linii m¢skoptodnej (541N).
Wsrod gendow ulegajacych ekspresji u obu linii w réznym nasileniu dominowaly te, ktore
wykazywaly silniejsza ekspresj¢ u linii meskoptodnej. Gendéw takich bylo az 530.
Bioinformatyczna analiza funkcjonalna wykazata, ze wsrdd nich 2 kodujg biatka PPR.

Poréwnanie ekspresji genow linii 541C oraz NIL541C-20 wykazalo 505 genow
roznicujacych. Sposrod nich 116 ulegato ekspresji wytacznie w linit MS, natomiast 100 —
wylacznie w linii z przywrocong plodnoscia. Z kolei 145 gendéw charakteryzowalo sie¢
zwigkszong ekspresja u linii 541C, a 144 u linii NIL541C-20. W$réd gendéw roznicujacych
znalazly si¢ cztery geny kodujace biatka PPR. Cechowata je podwyzszona badZz wyltaczna
ekspresja u linii z przywrocong ptodnoscia.

Analiza porownawcza linii me¢skosterylnej 541C oraz linii z przywrdcong ptodnoscia
NIL541C-22 wykazala istotnie zréznicowang ekspresje dla 533 genow. 76 z nich ulegato
ekspresji wylagcznie u linii 541C, a 132 wylgcznie u linii NIL541C-22. Zdecydowanie
najwigksza liczba — 209 — gendéw wykazywatla silniejsza ekspresje u linii meskosterylnej, a
tylko 116 u linii z przywrdcong ptodnoscia. Pie¢ sposrod genow roznicujacych koduje biatka
PPR. Wsrod nich byly dwa ulegajace ekspresji wylacznie u linii  NIL541C-22, dwa 0
silniejszej ekspresji u tej linii oraz jeden ulegajacy ekspresji wytacznie w linii 541C.

Analiza porownawcza linii m¢skosterylnej 541P oraz linii z przywrdocong plodnoscia
NIL541P-4 ujawnila zroznicowang istotnie ekspresje dla 469 gendw. Sposrdd nich okoto
polowa ulegata silniejszej ekspresji u linii NIL541P-4, ale tylko jeden z tych genow koduje
biatko PPR. Wérod pozostatych genow 57 ulegato silniejszej ekspresji u linii meskosterylne;,
77 wylacznie u linii meskosterylnej, a 97 wylacznie u linii z przywrdcong ptodnoscia.
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Zdecydowanie najwigcej gendw o istotnie zrdznicowanej ekspresji zidentyfikowano
dla linii 541P oraz NIL541P-5. Bylto ich 3801, przy czym ponad potowa — bo az 2234 —
wykazywata silniejsza ekspresje u linii z przywrdocong ptodnoscig. Wérdd pozostatych gendéw
147 ulegato ekspres;ji tylko u linii NIL541P-5, a 131 wylacznie u linii 541P. Pozostate to geny
o silniejszej ekspresji u linii 541P.

Ocena fenotypowa siedmiu linii wsobnych uzywanych do analiz transkryptomicznych
zostala wykonana, aby mie¢ pewnos$¢ ze ani warunki pogodowe, ani biedy techniczne nie
wptynely na poprawno$¢ wyboru materiatu biologicznego do analiz na poziomie
molekularnym. Wyniki potwierdzity, ze fenotypy badanych obiektéw sg w petni zgodne z
zatozeniami (linie 541C i 541P sa w pelni meskosterylne, a pozostate obiekty meskoptodne).
Intensywnos$¢ produkcji pytku przez formy plodne nie byla na najwyzszym poziomie, co
znalazto potwierdzenie w niezbyt duzych liczebno$ciach ziaren zawigzanych w izolowanych
ktosach. Zauwazalne sa pewne rozbieznosci w wynikach oceny fenotypowej otrzymanych
dwiema metodami (ocena wzrokowa i ocena zawigzywania ziaren), co moze wynikac¢ z matej
liczebnos$ci analizowanych ktosow. Generalnie jednak obie metody potwierdzity zaktadang
wczesniej pelng sterylno$¢ dwoch obiektow 1 zdolno$¢ do tworzenia funkcjonalnego pytku u
pozostatych. Wiekszo$¢ badanych linii byta oceniana w warunkach szklarniowych (ktosy do
izolacji mRNA pobierano w 2024 roku z dos$wiadczenia wazonowego). Wyjatkiem byta linia
NIL541P-4 rosngca w wazonie nr 309 — po pobraniu kloséw do analiz molekularnych
pozostaty w wazonie wylacznie stabe i zdeformowane zdzbta, na ktoérych oceny fenotypowe
bylyby niemiarodajne. Nasiona z tej samej partii (nr 22 0359 S) byty tez wysiane na poletkach
doswiadczalnych Hali Wegetacyjnej ZUT (poletko nr 1388), zdecydowano wigc, Zze ocena
fenotypowa tego genotypu begdzie wykonana w warunkach polowych.

Analiza ekspresji dla transkryptu 3-013, przeprowadzona przy uzyciu dwoch par
starterow (f1r2 1 £2r2), wykazata zaréwno dla pary linii z cytoplazmg C jak i z cytoplazmg P
wyraznie wyzszy poziom ekspresji u linii z przywrdcong ptodnoscia w pordwnaniu do linii
CMS. Przy zastosowaniu starteréw flr2, dla pary linii z cytoplazmag C rdznigca byta ok. 25-
krotna, a w przypadku pary linii z cytoplazmg P ta r6znica byta nieco wyzsza — ok. 35-krotna.
Podobne ilosci tego transkryptu wykazano w przypadku pary starterow f2r2.

Takze dla transkryptu 4-308, ktory badano przy uzyciu jednej pary starterow (flrl),
poziom ekspresji byt istotnie rézny. W tym przypadku u linii z przywrocona ptodnoscia z
cytoplazma C poziom ekspresji byl ok. 2570 razy wyzszy w porownaniu do liniit CMS. Z
kolei w przypadku cytoplazmy P linia z przywrocong ptodnoscia odznaczata si¢ ok. 760 razy
wyzszym poziomem ekspresji w porownaniu do swojego meskosterylnego odpowiednika.

Podobny charakter réznic obserwowano takze dla transkryptu 4-575. W przypadku
materialow z cytoplazmg C, rdéznica pomig¢dzy linig z przywrdocong plodnoscig 1 linig CMS
byta ok. 166-krotna. Z kolei u linit CMS z cytoplazma P nie odnotowano syntezy pozadanego
produktu reakcji — stad nie bylo mozliwe ilosciowe okreslenie roznic w ekspresji dla
materiatdéw z tg cytoplazmga. Jednak charakter krzywych amplifikacji wskazuje, iz w linii
NIL541P-5 akumulacja transkryptu 4-575 jest porownywalna z obserwowang w linii
NIL541C-20.

Analiza ekspresji dla transkryptu 1-636 wykazala roznicg pomiedzy liniami z
cytoplazmg C. U linii z przywrdcong plodnoscia poziom akumulacji tego transkryptu byt
okoto 2-krotnie wyzszy niz u linit CMS. Z kolei dla materiatow z cytoplazma P obserwowane
roznice nie byly istotne statystycznie.

W przypadku transkryptu 3-648 okreslenie roznic w ekspresji nie byto mozliwe, gdyz
u linii CMS (zar6wno z cytoplazma C jak i P) nie odnotowano syntezy docelowego produktu.
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Przebieg krzywych amplifikacji wskazuje, iz u obydwu linii z przywrdcona plodnoscia
produkt ten jest wydajnie amplifikowany (dane niepokazane).

W przypadku transkryptu Sc-ADP ekspresja w obrgbie linii CMS i linii z przywrdocong
ptodnoscia o tej samej cytoplazmie byta na zblizonym poziomie — obserwowane rdznie nie
byly istotne statystycznie.

Temat badawczy 4

Genotypowanie mieszancéw i ich komponentow nakierowane na efekt heterozji i geny
plodnosci

Cel tematu badawczego: Wstepna ocena zroéznicowania genetycznego w obrebie linii

uzywanych w aktualnych programach hodowlanych

Wyniki

Wsrod dwunastu markerow PCR uzytych do analiz linii hodowlanych cztery markery
nie ujawnialy polimorfizmu genetycznego. Zastosowanie par starterow dla markerow
SCP15M55 oraz SCSz319F3R4 nie uzyskano w ogoéle produktow amplifikacji. Marker
SCSz23L500 generowal u wszystkich badanych obiektow pojedynczy produkt o wielkos$ci
okoto 500 par zasad (pz). W przypadku czwartego monomorficznego markera obraz
elektroforetyczny allelu obecnego u wszystkich badanych linii sktadat si¢ z 3 produktow
amplifikacji o zakresie od 250-380 pz.

Pierwszy z markeréw polimorficznych to d505904, ktéry wystgpowat w dwoch
wariantach allelicznych: allel a byt widoczny jako pojedynczy produkt o wielkosci ok. 650pz,
allel b to wariant dwu-prazkowy (produkty o dtugosci 650pz i dodatkowy ok 600pz). Allel a
wystepowat z wyraznie wicksza czestotliwoscig: 71 badanych linii z allelem a vs. 17 z
allelem b — dla 7 linii nie uzyskano produktéw amplifikacji.

Cztery z testowanych markerow (SCP14MS55, SCP16M58, SCY09cd 1 SCSz21.450)
dawaty obrazy elektroforetyczne typowe dla markeréw SCAR o charakterze dominujacym:
allel a to brak produktu amplifikacji (tzw. allel ,,null”), allel b — pojedynczy produkt o
zadeklarowanej wielko$ci: 180pz dla SCP16MS58, 230pz dla SCP14MS5S5, 450pz dla
SCSz2L450 i 500pz dla markera SCY09cd. W przypadku markera SCSz2L450 nieznacznie
przewazaly linie z allelem b (54 obiekty z allelem b vs. 40 z allelem a). W przypadku
pozostalych trzech markeréw liczniejsze byly linie z allelami a: dla markera SCP16M58 bylo
ich 56, SCP14M55 — 63, a SCY09cd az 76.

Marker SCP12M56 charakteryzowal si¢ dwoma podstawowymi wariantami
allelicznymi: allel a typu ,,null” oraz b — w postaci pojedynczego produktu amplifikacji o
dtugosci ok. 300pz. Wsrdd badanych linii 64 genotypy reprezentowaly allel a, kolejne 27 allel
b. W odroznieniu od markeréw opisanych w poprzednim akapicie, u niektorych linii
identyfikowano dodatkowy wyrazny produkt amplifikacji o wielkosci ok. 500pz. Produkt ten
nie byl opisany w zroédtowej pracy Stracke 1 in. (2003), wigc nie jest jasne, czy pochodzi on z
chromosomu 4RL.

Kolejnym markerem, u ktorego polimorfizm byt zwigzany z amplifikacja produktow o
roznych dlugosciach byl SCY09d. Otrzymywane po PCR fragmenty DNA roznity si¢
dtugoscig w bardzo niewielkim stopniu (oszacowano ich wielkos¢ na ok. 500 1 520pz), ale
dtuzszemu produktowi towarzyszyto kilka dodatkowych prazkow, co utatwiato rozroznienie
alleli a (500pz) od b (520pz). W grupie badanych linii 65 zawierato allel a, a 29 allel b.
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Niewielka, ale tatwiejsza do oceny byla réznica w dlugosci fragmentow DNA
otrzymywanych po zastosowaniu markera SCSz670L900: produkty o dlugosci 900pz
oznaczono jako allel a, 950pz — jako b. Wigkszo$¢ testowanych linii charakteryzowata si¢
obecnos$cig allelu a (74 linie). Allel b zidentyfikowano w 10 liniach, a w 5 przypadkach
zaobserwowano obecno$¢ obu produktéw amplifikacji.

Genotypowanie metodg DArTseq zaowocowalo danymi obejmujgcymi 122679
dominujacych markerow Silico DArT oraz 63306 kodominujagcych markerow SNP.
Pozyskanie tak duzej liczby danych okupione bylo wzglednie duzym udziatem
niezdefiniowanych (brakujacych) wynikéw. Z drugiej strony, skala genotypowania byta tak
znaczaca (ponad 185 tysiecy markerow), ze pomimo brakujacych wynikow, dane finalne
dobrze charakteryzowaty badane linie hodowlane. Wykonana analiza wspotczynnikow
podobienstwa genetycznego wykazata, ze miescity si¢ one w granicach od okoto 0,70 do
prawie 1,00. Para linii wykazujacych najwigkszy poziom zrdznicowania to linie d11 i d56a
pochodzace z Hodowli Roslin DANKO. Najmniejsze zroéznicowanie genetyczne
(wspotczynnik podobienstwa réwny 0,99552) odnotowano dla linii pEK93 1 pEK95, ktore
zostaly wyhodowane przez Poznanska Hodowle Roslin. Srednia warto$¢ wspotczynnikow
podobienstwa genetycznego dla wszystkich badanych linii do niespetna 0,75, co wskazuje, ze
wickszos¢ badanych genotypow wykazywata wzglednie duze zréznicowanie genetyczne
(wartosc¢ $rednia jest zblizona do warto$ci minimalnej dla konkretnej pary linii).

W oparciu o wartosci wspotczynnikéw podobienstwa genetycznego wykreslono za
pomoca metody UPGMA dendrogram ilustrujacy relacje migdzy badanymi genotypami. Na
dendrogramie wyraznie wida¢, ze linie wyhodowane w dwoch odrgbnych spotkach grupuja
si¢ oddzielnie (wyjatek stanowi linia pBM87 z Poznanskiej Hodowli Roslin, ktéra na
dendrogramie zostata ulokowana wsrdd linii pochodzacych z Hodowli Roslin DANKO. Na
dendrogramie widoczne sg dwa gtéwne klastry. W obrebie kazdego z nich sg zgrupowane w
oddzielnych podgrupach linie pochodzace z obu spoétek. Liczniejszy klaster glowny zawiera
linie z Hodowli Roslin DANKO o numerach od d1 do d54 (w tym wspomniang lini¢ pBM&7),
a dodatkowo sg tu widoczne w oddzielnej podgrupie linie z Poznanskiej Hodowli Ros$lin o
nazwach rozpoczynajacych si¢ od wspolnego prefixu pPBM. Druga, mniej liczna grupa gtéwna
zawiera gtownie linie wyhodowane w Poznanskiej] Hodowli Roslin, ktorych nazwy maja na
poczatku oznaczenia pEK. Do tej grupy glownej dotaczone zostaly jako odrgbna mala
podgrupa dwie linie z Hodowli Ro$lin DANKO: d56a i d56b.

Prezentacja wynikéw badan na konferencjach:

,9th Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH 2024”, Krakow,
27-28 czerwca 2024 — poster P.3.7. pt “An attempt to use the GBS-t markers for mapping
minor genes that restore male fertility in rye (Secale cereale L.) with the Pampa sterility-
inducing cytoplasm”



An attempt to use the GBS-t markers for mapping minor genes that restore male
fertility in rye (Secale cereale L.) with the Pampa sterility-inducing cytoplasm.

Wesotowskl Wojciech?, Bienias Anna?, Domnicz Beata?, Szklarczyk Marek?, Stojatowski Stefan?

"Deparmcor of Ml Baology and Biordimology, Useversty of Agoicaltire Krakiw, Poland

“Deparmmmnt of Plane Geoetics, Beeading snd Borechanogy, West Pomeranian University of Technology Szozeom, Foland

INTRODUCTION

Seed preduction of hybrid cultwars of numerous crops Is based an
cytoplasmic mase sterility (CMS) phenomenon, and in rye (Secole
cereale L) the cytaplasm Pampa Is mastly applied in practice. Pampa
cytoplasm is very efficient regarding maintenance of sterilty but
there are difficulties during restoring male fertilty in final hybnds,
that is necessary for commercial production of this crop. Restoration
of male fertifity of plants wath CMS-Pampa stays under control of
several genes, Major gene [or genes) has been mapped on the 4RL
chromosome (Miedaner et al. 2000; Stracke et al, 2003: Hackaul et
#l. 2017) and the existence of some undelined number of minor
restorers has been repoeted (Miedaner et al, 2000), The aim of ow
study was to apply the GES-t method for mapping of minor restorer
genes in lwhnid rye with Pampa cytoplasm

MATERIAL AND METHODS

The plart material consisted of 165 individuals of the unregistered
three-way F1 cultivar SMHE04 (provided by | Kolasidska) reveaking
nigh efficiency In pollen production. Among tested population we
entified only one flly sterile plant. The remaining Individuals
revelad phenotypic variation: some plants were fully fertile (releasing
of pallen was very efficient), but other ones were anly partially male
fertile, From 100 randomly chasen Indhiduals {this group contained
tha only one sterie plant| there were collected leaves [shortly bafora
flowering time) and mMRNA was isolated. Then, cDNA sequencing
loraries were obtained and paired-end (PE150) sequenced at low
coverage (app. 1Gb per sample] using the lllumina platform (secvice
made by NovoGene compary).

RESULTS

For identification of markers correlating with pollen production two
groups containing 10 extremely fertile and 10 almost sterde plants
were selected. The bloinformatic anabyss of these combined two
datasets was performed wsing the GTLseg method, Our mapping
population has bean far from standards, so soma novel
muethodolegical solutions had to be implementad. As an aguivasent of
the maternal parent In mapping populatsan (which was not avaiable
for us|, the only one male sterlle plant was used. The procedure of
Informatic analysa was elaborated exclusively for this project
(Wesolowskl = unpublished). As 2 genomic reference the Gene Bank
saquence coded GCA_016097815.1 was used and (due to hardware
and software himitatiors) for mopping purposes the sequences of
chromosomes were daided into parts that did not exceed 500Mb.
Statistically  significant  GBS-t markers were mapped on 6
chromosomes of rye. Only ane chromosome did not contain minor
restorer genes and it was AR, where the major restorer (or restorers)
Is lecalized, The results are based on one magping popuiation which
wos phenotyped n only ane environment, so suggested localizations
of restorer genes should be considered only as indications for further
study. Nevertheless, it shows that the GBS-t method combined with
appropriate bioinformatics may be a valuabde tool for genomic
analyses in crop breeding,
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Fig 1. Phons of ASKP-index valie for chramesemes 1-7 with mackod sgnificance intervals with
the mdl hypothest of no OTL [omnge: P < 001, green. P < D05).
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